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1. Fremgangsmate for a identifisere scramblede disulfidbindinger i et protein-
legemiddelprodukt, omfattende:
a fremstille peptidstandarder omfattende regioner av protein-
legemiddelproduktet som inneholder én eller flere disulfidbindinger, hvor en
forste peptidstandard omfatter en fgrste scrambled disulfidbinding, og en
andre standard omfatter en andre og forskjellig scrambled disulfidbinding, og
hvor den fgrste og den andre peptidstandard har forskjellige, kjente
vaeskekromatografi-retensjonstider;
a digerere en prgve av et protein-legemiddelprodukt til peptider; og
a analysere en prgve inneholdende protein-legemiddelprodukt-peptidene og
peptidstandardene under anvendelse av et LC-MS?-system, hvor peptider
som pavises ved retensjonstiden av den ferste standard, indikerer
tilstedeveerelsen av scrambled disulfidbinding av den farste peptidstandard
til stede i protein-legemiddelproduktet, og peptider som pavises ved
retensjonstiden av den andre peptidstandard-retensjonstid, indikerer
tilstedeveerelsen av de scramblede disulfidbindinger av den andre

peptidstandard til stede i protein-legemiddelproduktet.

2. Fremgangsmate ifglge krav 1, hvor de scramblede disulfidbindinger velges fra
gruppen bestaende av kryssede disulfidbindinger, pa kryss og tvers kryssede

disulfidbindinger og intra-kjede-disulfidbindinger.

3. Fremgangsmate ifglge krav 1 eller 2, hvor fremgangsmaten innbefatter en

peptidstandard som inneholder en parallell disulfidbinding.

4. Fremgangsmate ifalge et hvilket som helst av kravene 1-3, hvor
disulfidbindingene i peptidstandardene tildannes gjennom en oksidasjonsreaksjon

som omfatter oksidasjon med Cu?*.

5. Fremgangsmate ifglge krav 4, hvor molforholdet av peptid:Cu?* for tildanning av

disulfidbindinger er 5:1
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6. Fremgangsmate ifelge krav 1, hvor digerering av prgven omfatter tryptisk

digerering eller dual-enzym-digerering.

7. Fremgangsmate ifglge et hvilket som helst av kravene 1-6, hvor protein-
legemiddelproduktet omfatter et antistoff eller et antigenbindende fragment derav,

et rekombinant protein, et fusjonsprotein eller en kombinasjon derav.

8. Fremgangsmate ifglge et hvilket som helst av kravene 1-7, hvor disulfidbindingen

er i hengselregionen av et antistoff.

9. Fremgangsmate for fremstilling av et protein-legemiddelprodukt, omfattende:
a fremstille protein-legemiddelproduktet i en cellekultur; & gjennomfare
fremgangsmaten ifglge et hvilket som helst av kravene 1-8, idet scramblede
disulfidbindinger av protein-legemiddelproduktet derved identifiseres, og
a modifisere én eller flere cellekultur-, rense- eller hjelpestoffbetingelser for &
redusere mengden av kryssede hengseldisulfidbindinger av protein-

legemiddelproduktet til mindre enn 1,0%.

10. Fremgangsmate ifelge krav 9, hvor den ene eller de flere cellekultur-, rense-
eller hjelpestoffbetingelser som modifiseres, velges fra gruppen bestaende av
temperatur, pH, oksygennivaer, reaktive oksygenarter, tensider eller kombinasjoner

derav.

11. Fremgangsmate ifglge et hvilket som helst av kravene 9-10, hvor protein-
legemiddelproduktet velges fra gruppen bestaende av et antistoff, et fusjonsprotein,

rekombinant protein eller en kombinasjon derav.

12. Fremgangsmate ifglge et hvilket som helst av kravene 9-11, hvor protein-

legemiddelproduktet har mindre enn 30% scramblede disulfidbindinger.

13. Fremgangsmate ifglge krav 12, hvor legemiddelproduktet er et monoklonalt

antistoff, og hvor disulfidbindingene er i hengselregionen av antistoffet.



	Bibliographic data
	Claims

